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摘  要 
                             
解淀粉芽孢杆菌核糖核酸酶 barnase (又称 RNase Ba)是解淀粉芽孢杆菌
（Bacillus amyloliquefaciens）产生的一种 12 kD 的胞外小分子 RNA 酶
（Ribonuclease, RNase）。同时在解淀粉芽孢杆菌基因组中含有 barnase 基因的特
异性抑制剂 barstar 基因，其产物 barstar（10 kD）能与 barnase 以 1:1 的比例特异
性结合，形成高度稳定的复合物，从而使细菌表达的 barnase 在胞内失去酶活性。
Barnase 可降解细胞中的 RNA，具有强烈的毒性，因此它在特异细胞中的表达将
造成细胞的死亡。Barnase 催化水解 RNA 的机制与牛血清 RNase A 类似，因此，
开发微生物来源的 RNase Ba，实现其在大肠杆菌中的分泌表达，具有十分重要
的意义。 
采用将 barnase 基因置于 barstar 基因保护下的克隆策略，从解淀粉芽孢杆菌
中 PCR 分别扩增 barnase 基因及 barstar 基因，以 pET-22b(+)，pET-32a(+)质粒为
载体，依次将 barstar 基因和 barnase 基因克隆到其上，并利用重组质粒 pLF3 上
的 kil-Km 分泌盒构建分泌表达载体 pET-22-barstar-barnase-(kil-Km)（简称
p22BBK）和 pET-32-barstar-barnase-(kil-Km)（简称 p32BBK），实现 barnase 在大
肠杆菌中的分泌表达。IPTG 诱导表达目的蛋白后将培养基蛋白进行 SDS-PAGE
分析，可检测到 12 kD 的 barnase 目的蛋白。 
经过优化诱导表达条件，最终得到分泌表达重组质粒p22BBK的最佳诱导条
件为：37℃、150 rpm培养至OD600达到 0.7（大约 3 h后）。在培养基中加入IPTG
至终浓度 0.5 mM，28℃继续培养 5 h，收获细胞。在这个条件下，培养基蛋白可
达到的最高酶活为 578 u/mL。分泌表达重组质粒p32BBK的最佳诱导条件为：37
℃、150 rpm培养至OD600达到 0.8（大约 3 h后）。在培养基中加入IPTG至终浓度
0.25 mM，30℃继续培养 5 h，收获细胞。在这个条件下，培养基蛋白可达到的
最高酶活为 829 u/mL。 
 

















Bacillus amyloliquefaciens ribonuclease barnase (RNase Ba) is a 12 kD small 
extracellular ribonuclease. Its specific inhibitor barstar gene also exists in Bacillus 
amyloliquefaciens, which produces barstar protein (10 kD) to specifically combine 
barnase one by one. Barnase and barstar form a highly stable complex to disable 
intracellular barnase activity. Barnase has strong toxicity to degrade cell RNA and 
cause cell death when expressed in bacteria. The mechanism of barnase catalytically 
hydrolyzing RNA is similar to bovine serum RNase A. So developing bacteria source 
RNase Ba and realizing its secretive expression in E.coli is very meaningful.  
Using the method of cloning barnase gene under the protection of barstar gene, 
which means first use PCR method to amplify barnase gene and barstar gene from 
Bacillus amyloliquefaciens and then clone them to plasmid pET-32a(+) and 
pET-22b(+) one by one. Use kil-Km secretion cassette from recombinant pLF3 to 
construct two secretive expressing vectors pET-22-barstar-barnase-(kil-Km) (p22BBK 
for short） and pET-32-barstar-barnase-(kil-Km) (p32BBK for short) and the secretive 
expression of recombinant barnase in E.coli is therefore realized. After induced by 
IPTG, a 12 kD target barnase protein can be detected by SDS-PAGE analysis. 
The optimization of inducing conditions of recombinant E.coli containing 
p22BBK is: culture cells at 37℃, 150 rpm until OD600 reaches 0.7 (after 3 h). Add 
IPTG into the medium with the untimate concentration 0.5 mM, continue culture at 28
℃ for 5 h and gather the cells. Under such condition, the ribonulease enzyme activity 
of barnase in the medium can reach 578 u/mL. 
The optimization of inducing conditions of recombinant E.coli containing 
p32BBK is: culture cells at 37℃, 150 rpm until OD600 reaches 0.8 (after 3 h). Add 
IPTG into the medium with the untimate concentration 0.25 mM, continue culture at 
30℃ for 5 h and gather the cells. Under such condition, the ribonulease enzyme 
activity of barnase in the medium can reach 829 u/mL. 
 
















1.1  核糖核酸酶  
1.1.1  概述 








































酶的pH稳定性：酶液稳定的范围在pH 5.0-pH 8.0 之间。5，pH对酶活性的影响：
除反应分别在醋酸缓冲液的各种pH条件下进行外，均按测酶活方法进行。pH值
在 5.0-6.0 时酶的活力最高[3]。 
 
1.1.3 核糖核酸酶的功能 
牛胰核糖核酸酶 A（Bovine pancreatic ribonuclease A , RNase A）是最早被研
究的天然酶之一。作为一种模型蛋白，人们对 RNase A 的结构、性质及作用机理
做了大量的研究。它是第一个被测出一级结构的酶分子。Moore 等人因完成了
它的全序列分析而获得 1972 年的 Nobel 奖。60 年代，White 与 Anfinsen 等进
















方面，由于 RNase 在蛋白质化学研究中的重要地位，对 RNase 分子结构与功能
关系的研究也具有重要的理论意义及应用价值。 
 
表 1.1 RNases 结构类似物的生物学功能[8]
























































































1.2 Barnase 和 barstar 









图 1.1 Barnase（左）− barstar（右）复合物的结构[19]
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